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　　Primary　osteoarthritis　（OA）　develops　with　aging　and　is　found　frequently　in　the　large　weight－
bearing　j　oints．　lt　is　a　non－inflammatory　j　oint　disease　which　is　characterized　by　degenerative　and
proliferative　changes　as　well　as　by　concurrent　j　oint　cartilage　destruction　and　repair．
　　It　is　believed　that　the　organic　interplay　of　various　factors，　nutritiona1，　biochemica1，　and　im－
munological，　including　a　dynamic　load　which　causes　cartilage　degeneration　in　OA．　ln　the　process　of
cartilage　degeneration　the　constituents　of　the　mesochondrium　undergo　dynamic　changes．　We
consider　it　significant　to　investigate　such　dynamic　changes　in　the　process　of　mesochondrial　degener－
ation，　but　a　search　of　the　literature　revealed　little　information　concerning　this　subject　of　inquiry．　ln
recent　years，　monoclonal　antibodies　have　enabled　histochemical　studies　to　provide　more　revealing
information　about　the　localization　of　specific　molecules　than　conventional　enzymological　studies．
Using　monoclonal　antibodies，　we　carried　out　an　immunohistochemical　investigation　centering　on
initial　changes　in　the　mesochondrium　of　a　C57　black　mouse　model　of　spontaneous　OA　similar　to
human　OA，　determining　the　localization　of　chondoroitin　sulfate　proteoglycan，　dermatan　sulfate
proteoglycan，　keratan　sulfate，　type　1　collagen，　and　type　II　collagen，　in　the　knee　j　oint　cartilage
mesochondorium．　Furthermore，　to　determine　the　repair　of　destroyed　cartilage　in　the　C57　black
mouse，　the　proliferation　of　cartilage　cells　was　studied　immunohistochemically　using　BrdU．　The
results　of　these　investigations　can　be　summarized　as　follows．
　　（1）　lt　appears　that　early　changes　in　the　mesochondorium　in　OA　begin　with　a　decrease　in　the　tissue
level　of　Chs－PG　in　the　surface　layer　of　the　cartilage，　leading　with　time　to　a　decrease　in　the　cartilage
cell　level　of　Chs－PG　near　the　surface　layer．
　　（2）．With　progression　of　OA，　the　staining　property　of　Ch4s－PG　and　Ch6s－PG　at　the　site　of
degeneration　is　diminished，　but　Ch4s－PG　stains　more　intensely　than　Ch6s－PG．　This　suggests　that
Ch4s－PG　has　superiority　over　Ch6s－PG　regarding　cartilage　cell　PG　production　in　the　j　oint　cartilage
cartilage　mesochondorium　with　OA．
（1994年2月7日受付，1994年2月24日受理）
Key　words：C57ブラックマウス（C57　black　mice），自然発症型変形性膝関節症（Spontaneous　osteoarthritis　of
knee　j　oint），免疫組織化学（Immunohistchemistry），プロテオグリカン（Proteoglycan）
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　（3）　The　site　of　diminishied　Chs－PG　stains　intensely　for　DS－PG．　lt　is　not　clear　whether　this　fact
indicates　incomplete　repair　or　the　result　of　some　response　of　the　body，　but　it　suggests　that　DS－PG
plays　some　role　in　the　maintenance　of　the　mesochondrial　structure　of　OA　cartilage．
　（4）　Limited　Type　1　collagen　production　is　observed　in　normal　cartilage．　Accordingly，　our　results
suggest　that　in　the　stage　of　advanced　OA，　cartilage　cells　produce　type　1　collagen　causing　a　change
in　cartilage　cell　metabolism．
　This　change　may　be　considered　a　rational　response　to　weight－bearing．
　（5）　lt　appears　that　diminished　cartilage　repair　in　the　C57　black　mouse　is　conducive　to　cartilage
destruction．
緒 言
　一次性変形性関節症（以下OA）は，加齢ととも
に発症し，荷重関節に比較的多くみられ，関節軟骨
の破壊と修復が混在する，即ち退行性変化と増殖性
変化を特徴とする非炎症性の関節疾患である．従来，
OAの発症機序は荷重関節における，力学的負荷に
よる軟骨のwear　and　tearと考えられてきた．近年，
OAの研究は分子生物学の飛躍により，主たる軟骨
基質の構成成分であるプロテオグリカン（PG）やコ
ラーゲンの構造解明にはじまり，基質分解における
各種酵素およびインターロイキン等をはじめとする
各種mediatorの作用も明らかにされ，培養細胞を
使用したPGの合成代謝等も検討され飛躍的な進歩
をみた．
　現在，OA発症には，力学的負荷，栄養学的要因，
生化学的要因，免疫学的要因等の様々な要素が，有
機的に作用し影響を及ぼしあい軟骨変性へと進展し
ていくものと考えられている．そして，変性過程に
おいて軟骨基質はその構成要素にdynamicな変化
が生じていると考えられ，著者は生体内における軟
骨基質の変性過程の動的変化を観察することは意義
のある事と考える．しかし，人体例では初期変化を
観察することは困難である．著者は，ヒトOAと類
似した変化を認めるC57ブラックマウス自然発症
型変形性膝関節モデル（以下C57ブラックマウス）
を用い，一次性変形性関節症の病態解明の一環とし
て，C57ブラックマウス膝関節軟骨基質中のコンド
ロイチン硫酸PG（Chs－PG），デルマタン硫酸PG
（DS－PG），ケラタン硫酸（KS），　type　Iコラーゲン
（C－1），type　IIコラーゲン（C－II）の軟骨変性過程
における分布局在をモノクロナール抗体を用いて免
疫組織学的に観察し，特に軟骨基質の初期変化に対
する検討を行った．さらにC57ブラックマウスの軟
骨破壊にたいする修復能を検討するために，BrdU
を用い軟骨細胞の増殖能を，免疫組織学的に観察し
た．
実験材料
　1945年Silberbergら1）2）により報告された，経月
齢的に膝関節軟骨に高頻度にOA変化を認めるC57
ブラックマウス自然発症型変型性関節症モデルを飼
育し兄妹交配により繁殖し用いた．
　実験1：関節軟骨基質の免疫組織学的検討
　1）標本作製方法
　C57ブラックマウス，2，4，6，8，10，12カ月齢
雌雄各10匹を，ジエチルエーテルにて深麻酔下に屠
殺し，後肢膝関節を一塊に摘出し，祖父江ら3）の方法
に準じ95％エタノール1％酢酸（v／w）にて24時
間固定後，10％EDTAにて脱灰し，以下通常の方
法にてパラフィン包埋し4μm連続切片を作製し
た．
　2）免疫組織化学的染色方法
　パラフィン切片を充分脱パラフィン後0．3％過酸
化水素を含むメタノール中に20分浸漬し，PBSで
洗浄，Chondroitinase　ABC，　Chondroitin　B－lyase
（生化学工業）にて酵素処理を行い，100倍希釈した
正常ヤギ血清にてblocking操作し，抗体2－B－6，3
－B－3（生化学工業），抗KS抗体（生化学工業）に
て反応させStravigen　ABC　systemを用いて
diaminobenzidine（DAB）にて発色し観察した．
　type　Iコラーゲンの染色では，内因性ペルオキシ
ダーゼ阻害に先立ち，1％トリプシン処理を行った．
また，type　IIコラーゲンの染色では1％トリプシ
ン処理後，さらにTesticular　hyaluronidase
（Sigma）にて処理をした．一次抗体はAnti　type　I
Collagen，　Anti　type　II　Collagen（LSL）を用いた．
陰性対照として酵素処理（一），一次抗体（一），二
（2）
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表1実験方法（1）
　　　　　屠殺
　　　　　　・！lr
95％エタノール1％酢酸固定
　　　　　　J
　　　EDTA脱灰
　　　　　　illr
　4μmの連続趣意片作製
　　　　　　・［lr
1．H．E．染色
2．ph　4．1T．B．染色光顕観察
Staining　procedure
　　（DParaffin　section
　　　　　　・
Deparaffinate　and　Rehydrate
　　　　　　J＊
　Peroxydase　Blocking
　　　　　　／＊
　Blocking　normal　serum
　　　　　　・
　　Enzyme　Digestion
　　chondroitinase　ABC
　　chondroitinase　AC
　　chondroitinase　B
　　　　　　J＊
　　Primary　Antibodies
　　　2－B－6（1：100）
　　　3－B－3（1：100）
　　　Anti　Ks（1：loo）
　　　　　　1＊
　Secondary　Antibodies
　　　　　　J＊
　　　ABC　complex
　　　　　　J＊
　　　　　DAB
　　　　　　・
　　　　Mounting
　　　（＊　PBS　wash）
　　＠Paraffin　section
　　　　　　・
Deparaffinate　and　Rehydrete
　　　　　　i＊
　Pretreatment　with　tripsin
　　　　　　J＊
　　Peroxydase　Blocking
　　　　　　！＊
　Blocking　normal　serum
　　　　　　J
　　Primary　Antibody
　　Anti　Type　1　Collagen
　Anti　Type　II　Collagen
　　　　　（1：1000）
　　　　　　！＊
　　Secondary　Antibodies
　　　　　　J＊
　　　ABC　complex
　　　　　　J＊
　　　　　DAB
　　　　　　！
　　　　Mounting
次抗体（一）をそれぞれ染色し確認した（表1）．
　実験2：BrdUを用いた軟骨細胞の
　　　　DNA合成能の検討
　1）標本作製方法
　C57ブラックマウス2，6，10カ月齢雌雄各5匹を
用いた．
　labellingにはマウスの腹腔内にbromodeozyur－
idine　（BudU：Amersham，　Cell　proliferation　Kit）
1．Om1／100g体重を注入し90分後にジエチルエー
テル深麻酔下に屠殺し，膝関節を一塊に摘出し，
CPCホルマリンに固定後，10％EDTAにて脱灰し，
パラフィン固定後，4μmに薄切し切片を作製した．
　2）染色方法
　充分，脱パラフィン後0．3％過酸化水素を含むメ
タノール中に浸漬し，内因性ペルオキシダーゼを阻
害し，次にKitに準じ，1次抗体（抗BrdUモノク
ロナール抗体）を一晩反応させた．PBSで洗浄後，
二次抗体と室温で30分間反応させ，再びPBSで洗
浄後，DABにて発色させた（表2）．
　　　　　　　　OA重症度分類
　H・E染色におり関節軟骨の形態をMaireの分類
にて観察し，初期変化群であるstage　IをさらにpH
4．1トルイジンブルー染色（以下T．B）にて，詳細
に検討した当教室の岡部の分類4）を用いた．
　関節軟骨は光顕的に非石灰化軟骨層の表層，中間
層，深層の三層と石灰化軟骨層にわけられ，さらに
軟骨細胞を中心として細胞周囲（pericellular），細
胞領域（territorial　matrix），細胞間領域（interter－
ritorinal　matrix）の三領域にわけられる5）．本マウ
スは人の関節軟骨に比しその厚さは薄いため，便宜
上非石灰化軟骨層を表層，中間層の二層に分け観察
した．
　　　　　　　　　実験結果
　1）Ch4s－PG，　Ch6s－PGについて
（3）
一　318　一 東京医科大学雑誌 第52巻第3号
表2実験方法（2）
　　　　　マウス腹腔内
Labelling（BrdU　1．0　ml／100　g／Weight）
　　　　　　　　U
　　　　　90分後に屠殺
　　　　　　　　0
　　　　膝関節を一塊に摘出
　　　　　　　　x！r
　　　　CPCホルマリン固定
　　　　　　　　J
　　　　　　EDTA脱灰
　　　　　　　　U
　　　　　パラフィン固定
　　　　　　　　U
　　　　　　4μに薄切
　　Staining　procedure
　　paraffin　section
　　　　　　・
Deparaffinate　and　rehydrate
　　　　　　／＊
　Peroxydase　Blocking
　　　　　　J＊
　　Primary　Antibody
　　　（Anti　BrdU）
　　　　　　」＊
　Secondary　Antibodies
　　　　　　J＊
　　　　　DAB
　　　　　　i＊
　　　　Mounting
　stage　O
　H・E　染色では，表面は平滑で細胞配列の乱れも
なく扁平細胞は存在しているT．B染色で表層より
中間層，深層にかけて異染性があり軟骨基質は保持
されている．Ch4s－PGは表層より中間層，深層の細
胞および細胞領域を中心に陽性であり，石灰化軟骨
層の肥大化した軟骨細胞の細胞周囲領域も陽性とな
る，tidemarkでは染色性は低下していた．月齢を経
ても同様な傾向が認められた．Ch6s－PGは表層より
深層の細胞周囲領域に陽性となるが，Ch4s－PGに比
して細胞間領域および，石灰化軟骨層の染色性は弱
い（図1）．
　stage　1－1
　H・E染色で表層の扁平細胞は数を減じ，中間層
の細胞配列も乱れている，T．B染色で表層の異染性
の低下が認められるが軟骨基質の全体は保持されて
いる．
　Ch4s－PGは表層および中間層の細胞領域および
細胞間領域に一染色性の低下が部分的に認められる
が，細胞周囲領域の染色性は保持されている．stage
Oに比し石灰化軟骨層の染色性は低下している．
　Ch6s－PGの染色性はT．B染色の異染性の低下部
位に一致して細胞領域が低下しており，石灰化軟骨
層では細胞周囲領域にのみに陽性である（図2）．
　stage　1－2
　H・E染色では表面は平滑だが，扁平細胞はさらに
数を減じている．T．B染色による異染性は表層より
中間層にかけ細胞領域で低下している．Ch4s－PGの
染色性は表層から深層にかけての細胞領域で低下す
るようになる．また，非石灰化軟骨層の細胞周囲領
域でも染色性が低下するが，石灰化軟骨層では，な
お陽性である．Ch6s－PGは表層，中間層の細胞領域
で染色性が低下し，細胞間領域の染色性はStage　I－
2に比し染色性が減ずるが，細胞周囲の染色性は
Ch4s－PGに比し強い（図3）．
　stage　1－3
　H・E染色では，表層の扁平細胞はほぼ消失し中
間層においてややhypocellularとなっている．　T．B
染色では表層より中間層の異染性の低下を認める．
　Ch4s－PGは表層より中間層の細胞領域および細
胞間領域に染色性は認められず，細胞周囲領域に染
色性を認めるのみである．非石灰化軟骨層の染色性
も弱い．Ch6s－PGは表層，中間層の細胞領域および
細胞間領域に染色性の低下を認めるが，細胞周囲領
域の染色性は認められ，石灰化軟骨層の染色性が僅
かながらであるが認められるようになる（図4）．
　stage　1－4
　H・E染色では，表層の扁平細胞は消失しirregu－
1arityが認められる．　T．B染色は軟骨基質全体に異
染性の低下を認める．Ch4s－PG，　Ch6s－PGとも軟骨
全層にわたり，細胞，細胞間領域の著明な染色性の
低下を認めるが，Ch6s－PGに比しCh4s－PGの細胞
周囲領域の染色性は残存する．しかし，石灰化軟骨
層で細胞間領域における染色性はCh6s－PGが優位
となる（図5）．
　2）DS－PGについて
（4）
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図1：stage　O
　　H・E染色では，表面は平滑で細胞配列の乱れ
　　もなく扁平細胞は存在している．T．B染色で明
　　らかな異染性の低下はみられず軟骨基質は保持
　　されている．
　　Ch4s－PGは表層より中間層，深層の細胞および
　　細胞領域を中心に染色性が認められた．Ch6s－
　　PGは表層より深層の細胞周囲領域に染色性が
　　認められた．
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図2：stage　I－1
　　H・E染色で表層の扁平細胞は数を減じ，中問
　　層の細胞配列も乱れているT．B染色で表層の
　　異染性の低下が認められる．
　　Ch4s－PGは表層および中間層の細胞領域およ
　　び細胞間領域に一部染色性の低下が認められ
　　る。
　　Ch6s－PGは細胞領域が低下し，石灰化軟骨層の
　　染色性も細胞周囲領域にのみ認められた．
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図3：stage　I－2
　　H・E染色では表面は平滑だが，扁平細胞は数
　　を減じている．T．B染色は表層より中間層にか
　　け細胞領域に異染性の低下を認める．Ch4s－PG
　　は表層から深層にかけての細胞領域に低下が認
　　められ，Ch6s－PGは表層，中間層の細胞領域の
　　低下を認め，細胞間領域の染色性は弱い．
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図4；stage　l－3
　　H・E染色では，表層の扁平細胞はほぼ消失し，
T．B染色では表層より中間層の異染性の低下
を認める．
Ch4s－PGの染色性は表層より中間層の細胞領
域および細胞間領域に認められず，細胞周囲領
域に認める．Ch6s－PGは表層，中間層の細胞領
域および細胞間領域に低下し，細胞周囲領域に
認める．
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図5二stage　l－4
　　H・E染色では，表層の扁平細胞は消失しirreg－
　　ularityが認められる．　T．B染色は軟骨基質全
　　体に異染性の低下を認める．
　　Ch4s－PGの染色性は細胞間領域の著明な低下
　　を認めるが，Ch6s－PGに比しCh4s－PGの細胞
　　周囲領域は残存する．
　　Ch　6　s－PGは，細胞，細胞聞領域の著明な染色
　　性の低下を認める．
図6　DS－PG
　　　図8　C－1
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図6：DS－GP
　　stage　Oでは，表層と細胞領域に染色性が認め
　　られる．
図7：DS－PG
　　stage　I－4では軟骨表層のCh4s－PG，　Ch6s－PG
　　の染色性の低下部位に認められる．線維化傾向
　　の部位に染色性は認められた．
図8：type　I　collagen
　　stage　Oでは染色性はわずかに表層部と非石灰
　　化軟骨層の細胞周囲に認められる．
図9：type　I　collagen
　　stage　I－4は荷重部周辺に細胞周囲と軟骨基質
　　に染色性が認められた．
図10：type　II　collagen
　　stage　Oでは全体に染色性が認められる．
図11：type　lI　co11agen
　　stage　I－4では荷重部付近の軟骨基質の細胞間
　　領域を中心に染色性が低下している．
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臨　　　　　　　　’鍍臨議翫滋藤
図12　　KS　　×50図13　BrdU　×50
　stage　OにおけるDS－PGの染色性は，軟骨基質
の表層と一部の細胞領域に弱いながらも認められ
た．この傾向はstage　I－1～stage　I－3においても
同様である．stage　I－4では軟骨表層のCh4s－PG，
Ch6s－PGの染色性の低下部位に染色性が認められ
た．またCh4s－PG，　Ch6s－PGの染色性の残存する
部位にも弱いが細胞領域に染色性が認められる．ま
た，H・E染色にて線維化傾向を認める部位に染色
性は認められた（図6，7）．
　3）コラーゲンについて
　C－1はstage　Oでは軟骨基質の染色性はわずかに
表層部と非石灰化軟骨層の一部の細胞周囲に認めら
れる．stage　I－4は荷重部周辺に一部，細胞周囲と軟
骨基質に染色性が認められた（図8，9）．
　C－IIはstage　Oでは軟骨基質全体に染色性が認
められるが，stage　I－4において荷重部付近の軟骨
基質の細胞間領域を中心に染色性が低下している．
また，細胞周囲領域の染色性は認められなかった．
　Tidemark周辺の染色性はstage　OではC－IIは
認められるがC－1は認められず，stage　I－4にてC
－IIの染色性が低下している（図10，11）．
　4）ケラタン硫酸について
　いずれの門門，stageにても染色性は認められな
かった（図12）．
　5）BrdUについて
　各週齢，各stageいずれにおいてお細胞に染色性
は認められなかった（図13）．
考 察
　変形性関節症の初期変化は軟骨基質中の水分含量
の増加とPGの低下であるが，軟骨基質の主な構成
要素であるプロテオグリカンおよびコラーゲンは化
学構造の多様性において特異な分子であり，組織学
的，生化学的に多くの研究分析がなされ様々な知見
が得られているが，いまだその解明は不十分であり，
OA関節軟骨における初期変化に対する変性過程の
図12：K，S
　　いずれの譜面，stageにても染色性は認められなか
　　つた．
図13：BrdU
　各週齢，各stageいずれにおいても細胞に染色性は
　認められなかった．
動態についての報告は極めて少ない．
　また，変性軟骨におけるPG分子量の変化やグリ
オサミノグリカン（以下GAG）含有量の変化に対
する報告6）7）は生化学的方法により行われているが，
軟骨採取部位の問題がありある特定の病変を反映し
ているとはかぎらず，初期変化を観察するうえで限
界がある．岡部4），中村8）らは，消化酵素を用いた組
織学的手法により，また新名9）10）はモノクローナル
抗体を用いて正常関節軟骨，末期OA軟骨に検：討を
加えているが，モノクローナル抗体の開発により特
定の分子の局在分布について，従来の酵素処理法に
比し，組織学的に詳細な知見を得ることができる．
　また，生体における経時的OA変化を観察するた
めに，過去Brandtら11）は様々な手法により実験的
関節症モデルを作製したが，一次性OAの病態を必
ずしも反映しているとは言えない，著者はヒトOA
と比較的類似し，進展過程もゆるやかなC57ブラッ
クマウスを用いて軟骨変性の初期変化における基質
構成分子の動的変化について検討した．
　C57ブラックマウス変形性膝関節症モデルにつ
いてSilberberg　M．ら1）2）により堅い出され，加齢と
ともにその膝関節軟骨に関節症変化を来すと言われ
ている．岡部4）の詳細な報告によれば，2カ月齢で約
25％に変形性関節症が認められ，経月齢的にその頻
度は増加し16カ月齢では約80％の発生をみると報
告している．
　関節軟骨の初期OA変化について
　1）コンドロイチン硫酸プロテオグリカン（Chs－
PG）について
　Chs－PGは異質性の高い巨大複合分子である．タ
ンパク質コアに結合したコンドロイチン硫酸プロテ
オグリカン鎖はN一アセチル・ガラクトサミンとグ
ルクロン酸とを含有する二糖類単位の繰り返し構造
をとり，グルクロン酸残基のなかにはエビ化されイ
ズロン酸を生じるものがあり，イズロン酸含有量の
高いGAGはデルマタン硫酸と呼ばれている．　Cou一
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chmanら12）の報告では，コンドロイチン硫酸プロテ
オグリカンの多くは繰り返し二糖コンドロイチン硫
酸鎖を有している事が示唆されているが，コンドロ
イチン鎖硫酸化の位置・量の機能的意義および抑制
の機序は解明されておらず，そのプロテオグリカン
としての機能も今後の課題である．しかし，今回の
C57ブラックマウスの免疫組織学的検討において，
stageの進行によりCh6s－PGに比して相対的に
Ch4s－PGの染色性が残存することは，　Ch4sのエビ
化したものがデルマタン硫酸であることを考えると
OAにおける軟骨細胞代謝を考える上で興味深いこ
とである．また，変性軟骨におけるGAGの定量報
告6）では，比較的変性の軽いものでは加齢軟骨に比
べCh4sの増加とデルマタン硫酸が出現すると報告
されているが，この報告と一致するものと思われる．
　各stageの染色性をみると，　stage　I－1より表層
近くの細胞領域にChs－PGの染色性の低下を認め
るが，これは新名10）も述べているように，細胞周辺
部におけるPGの分解二進が示唆されるものと思わ
れる．以後stageの進行とともに，周辺の細胞領域
から順次細胞間領域へと染色性の低下が認められる
ようになる．これは初期変化が関節表層部のChs－
PGの分解より始まる事を示唆するものと思われ
る．そして，stageの進行に拘らず程度の差はあれ，
細胞周囲に染色性がみられることは，なお軟骨細胞
にはプロテオグリカンの合成能は残存しているが，
その数は減じて軟骨破壊へと進展するものと思われ
る．残存する細胞のプロテオグリカンのGAG鎖の
質的な問題については抗体の性質上，不明である．
　また，Fukatuら13）は，　Ch6s－PGは線維増生傾向
の弱い籟粗結合組織の細胞外基質に主として分布し
ており，抗線維化作用と関係しているのではないか
と述べており，Ch4s－PGとCh6s－PGのstage　I－4
における染色性の意味は，各プロテオグリカンの機
能の解明を待たねばならない．
　2）デルマタン硫酸プロテオグリカン（DS－PG）に
ついて
　DS－PGは軟骨基質中に存在し，その分布は年齢
により変わり，collagen　fibrilsの集合を調節・強化
することが報告工4）されているが，stage　I－4におけ
る染色性の出現はcollagenを介し，基質の保持に関
与していると考えられる．軟骨全層欠損部の修復組
織にDS－PGが富むことは軟骨の不完全修復を意味
するというFurukawaiS）の報告は本実験結果の初
期変化におけるDS－PGの染色結果と一致する．ま
た，DS－PGはピアルロン酸と結合し大集合体とな
らない16）ため，強力な粘弾性特性を持たないため，
弾性のない再生軟骨がさらなる病変の進展に関与す
ると考えられる．
　3）ケラタン硫酸（KS）について
　抗KS抗体はケラタン硫酸における硫酸基を認識
する．本実験では染色性がいずれのstageについて
も認められなかったが，固定法，masking，手技的な
問題も考慮しなければならないが，マウスKSとヒ
トKSとの立体構造の違いも問題になるかもしれな
い．
　4）コラーゲンについて
　stage　Oにおいても細胞周囲領域にC－1染色性が
認められているが，本マウスでは早期より軟骨細胞
の代謝変化が生じているのでないかと考えられる．
stage　I－4では荷重部周辺の基質にC－IIの染色性が
低下しこれを補充するようにC－1の染色性が見ら
れるが，この代謝変化は，荷重負荷に対する軟骨細
胞の反応と考えられる．
　tidemark上のC－1，　C－IIの染色性をみるとstage
の進行とともにC－IIの染色性の低下のみでC－1の
明らかな染色性の出現は見られない．石灰化および
非石灰化領域の連続性はtidemarkを横切るコラー
ゲン線維の連続により得られ，コラーゲン線維が
anchoringの役割を果たしているが17918），　Broom
ら19）によればtidemark　regionに明白な変化が起
こらない限り，この部分における結合は，永続的で
あると述べているが，本実験：ではtidemarkはC－II
の量的減少が示唆され，この部位は力学的脆弱部位
である可能性を示している．これは岡部の報告4）に
おけるC57ブラックマウスのstage　lVにおける軟
骨剥離の機序を説明可能にする．
　5）細胞増殖能について
　Bromodeoxyuridene（BrdU）20）はThymidineの
アナログであり，DNA合成期（S期）にある細胞
に取り込まれる．BrdUが陰性であったことは，
BrdUの軟骨細胞への移行しかなかった可能性も完
全には否定できないが，C57ブラックマウスの軟骨
細胞の細胞増殖が低い事を示唆している．
　ヒトOAでみられる軟骨細胞のクラスター形成
も認められないことにより，本マウスの軟骨破壊は
軟骨の修復能力の乏しさが一因であることを示して
いる．
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結 語
　1）OA初期の基質の変化は表層よりChs－PGの
低下により始まり，以後，表層近くの軟骨細胞の細
胞領域のChs－PGの低下へと進展していくものと
思われた．
　2）OAの進行にともない，変性部のCh4s，　Ch6s
－PGの染色性の低下を認めたが，細胞周囲の染色性
はCh6s－PGに比し，　Ch4s－PGの染色性は残存し，
OA関節軟骨基質における軟骨細胞のPG産生は
Ch4s－PGが優位であった．これはDS－PGと関連し
てOAにおける軟骨細胞の代謝変化によるものと
思われる．
　3）DS－PGはChs－PGの低下部位に染色性が強く
認められ，不完全な修復か，または，生体の合目的
的な反応の結果と考えられ，OA軟骨の基質構築保
持になんらかの役割を果たしているものと思われ
た．
　4）正常軟骨にはType　Iコラーゲンはほとんどな
いが，OAの進行により軟骨細胞はType　Iコラー
ゲンを産生し，軟骨細胞に代謝機能の変化が生じた
と考えられた．これは，荷重負荷に体する合目的現
象ではないかと推察された．
　5）C57ブラックマウスの軟骨修復能の低さが軟
骨破壊を助長すると思われた．
　稿を終えるに臨み，御懇篤なる御指導と御校閲を
賜りました恩師三浦幸雄整形外科学教授ならびに研
究の御指導を戴きました佐々弘第二病理学名誉教授
に深甚なる謝意を表します．また，本研究にあたり
始終直接御指導，御教示を戴きました海老原善郎第
二病理学教授，今給黎篤弘整形外科教授ならびに山
本謙吾整形外科助手に深く感謝致します．
　（本論文の要旨は，第23回，第24回関東整形外科
学会，第24回日本結合組織学会総会，第81回日本
病理学会総会，第7回日本整形外科学会基礎学術集
会，第14回東京膝関節学会において発表した．本研
究は東京医科大学研究助成金の援助を受けた．）
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